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Luis, impactan en los sistemas de salud debido a la incidencia de los
casos y al desarrollo de sintomas discapacitantes. En los primeros dias
pueden causar cuadros clinicos similares (fiebre alta, dolor articular,
enrojecimiento, etc), lo que conduce a la necesidad de diagnosticar
eficientemente a cada uno, dados las complicaciones que algunos de
estos virus conllevan. Si bien los métodos de diagndstico molecular
(RT-PCR) son especificos y sensibles, son costosos y no todos los
centros médicos tienen capacidad para realizarlos, ademas, la ventana
en la que se los puede utilizar es muy acotada. Por tal razén, la mayor
parte del diagndstico se realiza mediante serologia, que no requiere de
gran equipamiento. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que los
flavivirus generan reaccion cruzada de anticuerpos contra las proteinas
estructurales. En este contexto, la proteina no estructural NS1 resulta
clave para el diagnostico diferencial de los flavivirus.

En este proyecto, proponemos expresar las proteinas NS1 de dos
flavivirus: Dengue y Zika, evaluar las condiciones de purificacion, su
escalado, y la transferencia para su evaluacion en ensayos seroldgicos
de produccion nacional. Esta tecnologia puede ser ampliada en el
futuro a proteinas NS1 de otros flavivirus.

Palabras claves:

Proteina NS1, Dengue, Flavivirus, Diagndstico seroldgico

* Segun Resolucion CS 326/17 Lineas de investigacion cientifica y desarrollo tecnolégico prioritarias 2016-
21/6 Res. R 449/18 Lineamientos estratégicos generales de Investigacion y transferencia 2019/21 del
CEDET
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Informe de resultados para el repositorio?

1. Introduccién y objetivos (minimo 1 pagina- maximo 2 paginas)
- Realizar una presentacion general del estudio (tema/problema) y una justificacion de su relevancia (motivos para estudiarlo,
aportes potenciales).

- Indicar el objetivo general de la investigacion y los interrogantes efectivamente trabajados en el proyecto.

Las epidemias causadas por arbovirus (virus transmitidos por vectores artropodos) se
presentan como un serio problema para la salud publica en regiones tropicales y subtropicales.
En la Argentina la arbovirosis de mayor importancia es la provocada por el virus Dengue
(DENV), detectandose la circulacion de los cuatro serotipos virales en diferentes provincias y
afios. Otras Arbovirosis como la Fiebre Amarilla (YFV reemergente), el Zika (ZIKV) y la fiebre
Chikungunya (CHIKV) de aparicién reciente en el continente impactan en los sistemas de salud
debido a la incidencia de los casos y al desarrollo de sintomas discapacitantes. La transmision
de estas enfermedades se produce principalmente a través de la picadura del mosquito Aedes
aegypti infectado, que se cria en recipientes y objetos que acumulan agua en regiones urbanas
y periurbanas. Los virus ZIKV y DENV son transmitidos por mosquitos del género Aedes
(Epelboin et al., 2017) y como comparten vector, las areas donde se detectan casos de Dengue
y Zika se solapan. Ambos virus causan grandes epidemias en el Caribe y Centro y Sur América,
sin embargo, a causa del turismo y los viajes en avidn que acortan distancias, es posible que
personas con residencia temporal en regiones endémicas, al regresar su lugar de origen se
encuentren infectadas y con viremia. Si bien estos casos son detectados y catalogados como
“importados”, pueden ser fuente de contagios autdctonos si el mosquito vector se encuentra
en ese pais.

En el hombre, ZIKV y DENV causan cuadros clinicos similares (Bachiller-Luque et al., 2016;
Braga et al., 2017). El diagnodstico de estos virus se puede realizar de diversas maneras, segln
el momento en el que el paciente acude al centro médico (Algoritmo del SNVS).

Si bien los métodos de diagndstico molecular (RT-PCR) son especificos y sensibles como para
permitir el diagndstico en los primeros dias de infeccidn, son costosos y no todos los centros
médicos tienen capacidad para realizarlos, ademas, la ventana en la que se los puede utilizar
es muy acotada. Por tal razén, la mayor parte del diagndstico se realiza mediante serologia,
gue no requiere de gran equipamiento. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que los
flavivirus generan reaccidon cruzada de anticuerpos contra las proteinas estructurales
(Priyamvada et al.,, 2017). Esto es especialmente problematico en las regiones endémicas
donde los flavivirus co circulan.

En nuestro pais, el diagndstico seroldgico de ZIKV y DENV se realiza en el Centro Nacional de
Referencia “Instituto Maiztegui” y consiste en un ensayo de seroneutralizacidon por reduccién

2 Se solicita brindar informacion detallada en los campos que componen esta Parte |, ya que sera publicada en el Repositorio
online de la UNM. Esto permitira difundir de manera amplia la investigacion, sus resultados y visibilizar la labor de los miembros
del equipo de investigacion.
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de placas (PRNT). Esta técnica es compleja ya que deben emplearse controles con otros
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flavivirus (DENV, ZIKV, YFV y dependiendo de la provincia del cual es originario el paciente, es
necesario agregar virus West Nile o el virus de la Encefalitis de Saint-Luis). Es una técnica
compleja que requiere infraestructura y personal altamente capacitado.

Resulta evidente, que se necesita contar con un antigeno que posibilite el diagndstico
seroldgico diferencial de los flavivirus de interés, mediante una técnica sencilla como el ELISA.

Por este motivo, diversos grupos han puesto el interés en la proteina no estructural NS1. Se
observé que a tiempos muy tempranos de infeccién se generan anticuerpos contra esta
proteina y que al utilizarse como antigeno en ensayos de ELISA permite la deteccidén cero
especifica de flavivirus.

Objetivo General: Obtener en un sistema de expresion eucariota, una forma recombinante de
la proteina NS1 del virus Dengue y del virus Zika, fusionadas un tag de Histidinas que permita
su purificacion mediante IMAC.

Objetivos particulares:

-Amplificar la secuencia codificante para la proteina NS1 de DENV a partir de genoma viral.
-Clonar la secuencia codificante de NS1 en un plasmido de expresidn constitutiva en células de
mamifero, que ademads aporte un tag de 6X-His a la proteina recombinante.

-Transfectar cultivos de células HEK-293 con los plasmidos recombinantes pSecTag-NS1-Zikv y
pSecTagNS1-Denv.

-Evaluar la expresién de las proteinas recombinantes mediante ensayos de Western blot,
utilizando para ello un anticuerpo monoclonal anti-His.

-Establecer las condiciones optimas de purificacion de las proteinas recombinantes mediante
IMAC.

-Escalar la produccion.

2. Marco de referencia (min. 2 paginas- max. § paginas)

Describir en qué campo (tematico, disciplinar) se inserta la investigacion, indicando:

- estudios antecedentes (propios o no) sobre el tema, avances y areas de discusion.

- marco tedrico o encuadre de referencia de la investigacion: con qué enfoque, conceptos, dimensiones o modelos se abordo el
temalproblema.

El genoma de los Flavivirus codifica para tres proteinas estructurales (C, prM, E) y siete
proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). En el ambiente de
infeccidn viral, a partir del genoma viral de ARN se sintetiza una poliproteina que mediante
sucesivos y especificos clivajes da lugar a las distintas proteinas del virus.

En el hombre, ZIKV, DENV, CHIKV, pueden causar cuadros clinicos similares (fiebre alta, dolor
articular, enrojecimiento, etc), lo que conduce a la necesidad de diagnosticar eficientemente a
cada uno, dados las complicaciones que algunos de estos virus conllevan (Dengue Hemorragico
en el caso de DENV, efectos teratdgenicos y asociacion al sindrome Guillain-Barré para ZIKV).

El diagndstico de estos virus se puede realizar de diversas maneras, segun el momento en el
que el paciente acude al centro médico. Si bien los métodos de diagndstico molecular (RT-PCR)
son especificos y sensibles, son costosos y no todos los centros médicos tienen capacidad para
realizarlos, ademas, la ventana en la que se los puede utilizar es muy acotada (Unicamente en
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la fase aguda de la enfermedad, entre 1 y 3 dias de comenzados los sintomas). Por tal razén, la
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mayor parte del diagndstico se realiza mediante serologia, que no requiere de gran
equipamiento. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que los flavivirus generan reacciéon
cruzada de anticuerpos contra las proteinas estructurales, especialmente contra la proteina E
de superficie del virus.

Ante el desafio de un diagndstico seroldgico diferencial para los flavivirus, numerosos grupos
de investigacion evaluaron distintas proteinas. En este contexto comenzé a ganar relevancia la
proteina NS1 primero estudiada en el virus del Dengue y luego se extendid su estudio al resto
de los flavivirus. La proteina no estructural NS1 se presenta en dos formas: una forma
citoplasmatica y otra forma que es secretada de la célula infectada. La forma citoplasmatica
estd asociada a las vesiculas membranosas donde ocurre la replicacién viral, mientras que la
forma extracelular es secretada y glicosilada por la via reticulo endopldsmico-Golgi. No estd del
todo claro cdmo es que una proporcion de NS1 cumple su funcién en citoplasma mientras que
otra proporcion de proteina NS1 es traslocada al reticulo, glicosilada y secretada de la célula
infectada.

La forma secretada de NS1, que la célula infectada libera al torrente sanguineo, estimula al
sistema inmune a producir una respuesta humoral contra ella (Muller & Young, 2013; Rastogi
et al., 2016). Se observd (tanto en modelos animales de infeccion como en humanos) la
circulacion de anticuerpos contra NS1 de DENV durante la fase aguda de la enfermedad (Young
et al., 2000; Alcon et al.,, 2000). Mas tarde esto fue corroborado para otros flavivirus
(Macdonald et al., 2005; Chung y Diamond 2008).

Diferentes tests para el diagndstico serolégico de DENV fueron desarrollados en base a la
proteina NS1 (Chaiyaratana et al., 2009; Zainah et al., 2009), que fueron validados en
nuMerosos ensayos comparativos con otros métodos diagndsticos. El éxito obtenido trasladd
la metodologia a distintos integrantes de la familia flavivirus (ZIKV, YFV y CHIKV) hasta
desarrollarse en Europa test comerciales basados en NS1 para el diagndstico seroldgico
especifico. Para no depender de la importacién de kits comerciales, es necesario contar con
produccidn nacional de antigeno NS1 que permita realizar el diagndstico.

Dado que la proteina inmunogénica es la forma secretada y glicosilada, nos propusimos
expresar y purificar la proteina NS1 de ZIKV y DENV en cultivos de células de mamifero, para
garantizar su correcto procesamiento.

También tuvimos en cuenta que para asegurar que toda la proteina NS1 expresada en un
sistema heterdlogo pase por la via de secrecion y glicosilacion, es necesario incorporar en la
secuencia codificante, una secuencia que sea reconocida como sefial de secrecidn. Esta seial
de secrecidon fue aportada por el vector de expresion en el que se clond la secuencia
codificante de NS1.

Por otro lado, en la bibliografia referente a los tests de ELISAs disponibles en Europa, la
proteina NS1 recombinante utilizada esta fusionada en su extremo carboxilo con un tag de seis
Histidinas (Liu et al., 2017). El tag 6xHis es utilizado para marcar y purificar proteinas
recombinantes expresadas en distintos sistemas (bacterias, células de insecto, células de
mamifero) desde hace décadas. Por todo esto, el vector de expresidn que se usé para expresar
la proteina NS1 recombinante fue pSecTag2, ya que posee bajo el promotor de
citomegalovirus (PCMV) un codén ATG de inicio, la secuencia sefial de secrecion, un sitio
multiple de clonado (donde se inserta la secuencia de interés), a continuacién, la secuencia
para el tag 6xHis y finalmente un codén STOP.

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y VINCULACION TECNOLOGICA
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Finalmente, seleccionamos a la linea celular HEK293T por su alta eficiencia de transfeccion y
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facilidad para su crecimiento in vitro.

Los integrantes de este proyecto tienen experiencia tanto en biologia molecular como en
cultivos celulares. Participamos en proyectos de investigacion de la universidad relacionados
con este tema desde 2019, con el PI-CAyT-05- 2019 “Desarrollo de una Unidad de
Epidemiologia Molecular de Arbovirus (UEMA)”. Ademas, se realizd un trabajo final de
licenciatura (TFI) que implicé la amplificaciéon y clonado de la secuencia de NS1 de ZIKV
(trabajo presentado en 2021). Por otro lado, contamos con la invaluable colaboracién vy
asesoramiento del Dr. Gubio Soares Silva (Universidad Federal de Bahia, Brasil).

3. Métodos y técnicas (min. 2 paginas- max. 4 paginas)

Indicar el trabajo de campo, documental y/o de laboratorio realizado, la forma de recoleccion de datos y sus fuentes. Al respecto,
describir los métodos, técnicas, instrumentos y materiales utilizados para indagar el problema de investigacion. Explicitar las
unidades de analisis, los criterios de seleccion de muestras o casos. Indicar asimismo las formas de procesamiento y analisis de
los datos recolectados.

-Disefio de oligonucledtidos:

Para amplificar la secuencia codificante para NS1 de DENV, se tuvo en cuenta que esta
secuencia debe quedar en el marco de lectura correcto entre las secuencias de
direccionamiento a reticulo y el tag 6X-His aportadas por el vector de expresion eucariota
pSecTag2.

Para el disefio de los oligos For y Rev, se obtuvieron secuencias de DENV de los cuatro
serotipos disponibles en el Gen Bank (sélo secuencias provenientes de Brasil, ver el siguiente
punto) y se realizé un alineamiento con el programa BioEdit (v7.2.5). Se analizé el grado de
conservacién de las regiones lindantes a la secuencia de NS1. Como no fue posible disefiar un
par de oligonucledtidos que sirviera para los cuatro serotipos, se disefiaron oligonucledtidos
For y Rev para cada uno de ellos.

-Amplificacién de la secuencia codificante para NS1:

A partir de genoma viral de DENV (cedido por el Dr. Gubio Soares Campos, Brasil), se realizo
una reaccion de transcripcidon reversa con randoms hexamers, dNTPs, y la enzima M-MLV
(Promega) siguiendo las instrucciones del protocolo estandar. Una vez obtenido el cDNA, se
realizé una reaccién de PCR con los oligos disefiados para este trabajo y el sistema GoTaq
(Promega).

En primer lugar, se realizd una PCR control de dengue (universal a los cuatro serotipos) y luego
la PCR especifica para la amplificacién de NS1. Sélo obtuvimos amplificacién en los casos de
DENV-1y DENV-4.

Los amplicones fueron clonados en el vector pGEMT-easy (Promega) y enviados a
Secuenciacidn para la correcta identificacién y verificacidn de la secuencia amplificada.
-Subclonado en el vector de expresién:

La construccion pGEMT-NS1D1 y pGEMT-NS1D4 fueron digerida con las enzimas de restriccion
apropiadas, al igual que el vector pSecTag2, al que ademas se le removieron los extremos
fosfatos mediante la accién de la enzima CIP (Calf Intestinal Phosphatase Alkaline, NEB). Una
vez purificados el inserto NS1 y el vector pSecTag2 linealizado, se realizé una reaccién de
ligado molecular, en una relacidn inserto:vector 3:1. Con la ligacidén obtenida se transformaron

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y VINCULACION TECNOLOGICA
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bacterias DH5-alfa y se analizaron las colonias obtenidas mediante analisis de
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minipreparaciones (minipreps) de ADN plasmidico y digestidn con enzimas de restriccidn.
-Obtencién de ADN de calidad para transfeccién:
Cultivos de bacterias (10ml) conteniendo los clones pSecTag-NS1D1, pSecTag-NS1D4

(obtenidos en el punto anterior) o pSecTag-NS1Z (ya disponible en nuestro grupo), fueron
procesados mediante el kit comercial “Puriprep-P kit” (Inbio Highway), con el find e obtener
suficiente ADn de calidad para transfeccion.

-Transfeccién de células de mamifero:

Cultivos de células HEK239T crecidas en placas de 12 pocillos, fueron transfectadas con 100ng,
200ng o 300ng del vector pSecTag-NS1D1, pSecTag-NS1D4 y pSecTag-NS1Z y con el agente
lipofectante PolyAr87 (FFyB, UBA). Como control de transfeccién se utilizdé el vector pCDNA-
GFP que expresa la proteina GFP fusionada a un tag 6xHis y bajo el control del PCMV.

A las 48hs post-transfeccion, se cosecharon las células y los sobrenadantes de cultivo. Los
sobrenadantes fueron concentrados mediante precipitacion con TCA (acido tri-cloro-acético).
Tanto las células como los sobrenadantes concentrados fueron analizados mediante ensayos
de Western blot para determinar la expresion de la proteina NS1 recombinante. Para este fin
se utiliz6 un anticuerpo monoclonal comercial anti-Histidinas (Invitrogen) y un segundo
anticuerpo anti-ratén conjugado a la enzima fosfatasa alcalina. Finalmente se agregé el
reactivo colorimétrico NBT-BCIP.

-Ensayo de solubilidad:

Para determinar en qué condiciones se puede extraer la proteina NS1, las células transfectadas
con las construcciones pSecTag-NS1D1, pSecTag-NS1D4 y pSecTag-NS1Z (y crecidas en placas
de 6 pocillos) fueron cosechadas a las 72 horas post transfeccion. Las células se lavaron con
PBS y divididas en dos tubos: en uno se las resuspendié con buffer nativo (NaH,PO, pH8 25mM;
NaCl 250mM) y en el otro se utilizd buffer desnaturalizante (Urea 8M; fosfato de sodio pH6
20mM; NaCl 500mM). Luego de dos ciclos de congelado y descongelado (para asegurar la lisis
celular), se centrifugd y se separd la fraccién soluble (SN) del pellet (P). Las muestras se
analizaron mediante ensayo de western blot.

Posteriormente, se optimizé el protocolo de lisis al agregar un paso se sonicacién (3 ciclos de
10 pulsos a intensidad media con descanso de 1 minuto entre ciclos) luego de los pasos de
congelado y descongelado.

-Interaccidn con la resina Ni-NTA:

El extracto proteico obtenido en condiciones nativas (protocolo optimizado) se incubd con la
resina Ni-NTA (QIAGEN) durante 1h a temperatura ambiente. Todo el proceso de purificacion
por IMAC se realizé “in bach” lo que simplifica el proceso ya que se puede realizar empleando
tubos de tipo Falcon y centrifugas de mesa. Se evaluaron las condiciones de lavado (buffer
nativo + 20mM imidazol o buffer nativo + 75 mM imidazol) y elusién (volumen y cantidad de
eluidos). Todas las fracciones fueron analizadas mediante western blot.

-Subclonado de las proteinas marcadoras de organelas:

A partir de los plasmidos de expresidn de células de insecto pIB-cherryER y plIB-GolgiCh (que
expresan proteinas marcadoras de reticulo y Golgi, respectivamente, fusionadas a la proteina
roja fluorescente) se amplificé la region codificante de estas quimeras mediante el uso de los
primers T7 y BGHrev. Una vez obtenidos los amplicones (780pb para cherryEr y 2240pb para
GolgiCh) estos fueron clonados en el vector Topo para su secuenciacion direccional con los

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y VINCULACION TECNOLOGICA
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primers M13F y M13R. Debido al tamafo de la quimera GolgiCh, no pudo ser corroborada su
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secuencia por completo.

Los clones seleccionados fueron digeridos mediante la enzima de restriccion EcoRi y clonados
en el vector de expresion en células de mamifero pCDNA. Luego del analisis de minipreps de
las colonias resultantes, se seleccionaron clones para obtener ADN de calidad que permitid
realizar el ensayo de transfeccién en células HEK293T.

4, Resultados y discusion (min. 5 paginas- max. 15 paginas)

Desarrollar los resultados, en relacion a los objetivos del proyecto, especificando (de ser posible) los siguientes aspectos:

- nuevos conocimientos obtenidos sobre los casos o unidades bajo estudio.

- avances en materia de conocimiento cientifico sobre el tema bajo estudio, formulacién de enfoques originales e innovadores
(modelos, conceptos, efc.).

- Contribuciones para la resolucion de problemas especificos y/o formulacion de herramientas de intervencion, disefio 0 mejora
de productos y procesos.

Por Ultimo, desarrollar las conclusiones y reflexiones finales a las que se llegd luego de la investigacion, en relacion a los
interrogantes y objetivos planteados.

Amplificacidon de la secuencia codificante para NS1:

Con el cDNA obtenido en el laboratorio del Dr. Gubio Soares Campos (Brasil), se realizé una
reaccion de PCR control de dengue (universal a los cuatro serotipos) y en todas las muestras se
observé la amplificacidon de 360pb indicando que hay cDNA de dengue. Luego, se realizé la PCR
especifica para la amplificacion de NS1 en los cuatro serotipos. Sélo obtuvimos amplificacion
en los casos de DENV-1 y DENV-4. La falta de amplificacion en las muestras de DENV-2 y DENV-
3 probablemente se deba a una diferencia entre la secuencia blanco y la secuencia de alguno
de los oligonucledtidos disefiados.

Los amplicones fueron clonados en el vector pGEMT-easy (Promega) y enviados a
Secuenciacidn para la correcta identificacidn y verificacidn de la secuencia amplificada

pGEMT pGEMT
MNS1D1 MNS1D4

1. 2345 M1234

-Subclonado en el vector de expresion:

La construccién pGEMT-NS1D1 y pGEMT-NS1D4 fueron digerida con las enzimas de restriccion
apropiadas, al igual que el vector pSecTag2. Una vez purificados los fragmentos digeridos, se
realizé la ligacion y transformacion de bacterias DH5 alfa. Los clones resultantes se analizaron
mediante minipreps y digestién con enzimas de restriccién.

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y VINCULACION TECNOLOGICA
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pSecTag pSecTag
MNS1D4 NS1D1

123 4567M12345

m-ﬁ*
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-Obtencion de ADN de calidad para transfeccidn:

Una vez identificados los clones pSecTag-NS1D1, pSecTag-NS1D4 (obtenidos en el punto
anterior) o pSecTag-NS1Z (ya disponible en nuestro grupo), fueron procesados mediante el kit
comercial “Puriprep-P kit” (Inbio Highway), con el fin de obtener suficiente ADN de calidad
para transfeccion.

-Transfeccién de células de mamifero:

Cultivos de células HEK239T crecidas en placas de 12 pocillos, fueron transfectadas con 100ng,
200ng o 300ng del vector pSecTag-NS1D1, pSecTag-NS1D4 y pSecTag-NS1Z y con el agente
lipofectante PolyAr87 (FFyB, UBA). Como control de transfeccidén se utilizé el vector pCDNA-
GFP-6xHis. Se realizaron cosechas de células y sobrenadante (SN) a las 24, 48 y 72h post
transfeccion. El SN se concentré mediante precipitacidon con TCA 10%. Los extractos celulares y

el SN concentrado fueron analizados mediante ensayo de western blot.

cel SN
sft GFP 7 M DI D4 DI D4 Z

Como se puede apreciar, si bien las proteinas NS1 de ZIKV, DEN-1 y DENV-4 se expresan, solo
se detectan en la fraccidn celular. Para descartar que se trata de un problema de sensibilidad
del sistema de revelado, repetimos el ensayo de western blot pero revelando con el sistema
ultrasensible de quimioluminiscencia y ni aun asi fue posible detectar la proteina en el SN.
Ademas, el menor nivel de expresién de NS1-D1 respecto a las otras NS1 se repitié en todos
los ensayos que realizamos.

Analisis in silico:

El resultado inesperado, nos indujo a secuenciar las tres construcciones en pSecTag, y
corroboramos que la secuencia sefial de exportacion que aporta el vector y la secuencia de
NS1 estdn correctas y en marco de lectura, por lo que se descarta un problema de este tipo.

El analisis de las proteinas recombinantes expresadas por pSecTag, mediante distintos
algoritmos de prediccion (https://services.healthtech.dtu.dk/) corroboré una vez mas, que
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esas proteinas deberian ser exportadas al medio extracelular. Por lo que debe existir algin
factor bioldgico, no caracterizado hasta el momento, que impide esta secrecion.

-Ensayo de solubilidad:
Con el fin de evaluar si las proteinas NS1 que quedan retenidas en la célula, igual pueden ser
usadas como antigeno recombinante, nos propusimos evaluar en qué condiciones pueden ser

extraidas.
En primer lugar, ensayamos la extraccidn en condiciones nativas y en condiciones

desnaturalizantes.

)| D4
i
células -
natin UREA  nativo
I D1 D4 P SN P SN P SN UREA
—_ - - —
-
il
-
-

Como se puede apreciar, sélo fue posible extraer NS1 usando condiciones desnaturalizantes.
Esto no seria compatible con el uso de esta proteina con fines diagndsticas. Por lo tanto,
evaluamos agregar un paso extra de tratamiento de sonicado bajo condiciones nativas.

Da 72 DA z
P P SN SN M

2

Agregando el paso de sonicado, fue posible extraer casi por completo a la proteina NS1 en
condiciones nativas. Si bien es posible observar una banda muy tenue en el pellet, es casi

despreciable.
Por lo tanto, continuamos trabajando en estas condiciones de extraccion.

Ensayo de purificacidon en resina de Niquel:
Una vez que corroboramos que es posible extraer del interior de la célula transfectada a la

proteina recombinante NS1, se realizé un ensayo de purificacion mediante IMAC (resina de
niquel Ni-NTA). Para esto, se transfectaron con la construccién pSecTagNS1D4, células
HEK293T crecidas en tres pocillos de una placa de 6w. A las 72h post transfeccidon se
cosecharon las células y se las procesé con el protocolo optimizado en el punto anterior.
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Con el extracto soluble se realizé una incubacion de 1h con la resina Ni-NTA equilibrada. Se

decidid trabajar “in batch”, por lo tanto luego de la interaccidn extracto proteico con la resina,
se centrifugd y se tomé el sobrenadante, que consiste en el Percolado (todo aquello que no se
unié a la resina). Luego, se realizaron cuatro lavados con solucidn de lavado (buffer nativo +
20mM imidazol) y se tomaron muestras de cada uno. Finalmente, se realizaron 4 eluciones con
buffer nativo + 250mM de imidazol y se tomaron muestras.

Todas las muestras fueron analizadas mediante ensayo de western blot para determinar en
qué fraccion se encuentra la proteina recombinante.

E4 E3 E2 E1 M L4 L3 L2 L1 PerT

Como se puede observar, la proteina NS1D4 pudo ser eluida de la resina (fracciones E1 a E4).
Aunque es considerable la fraccidn que se encuentra en el percolado. Esto nos indica que en
este ensayo usamos poca resina y el sistema se saturo.

Pero de este ensayo rescatamos que la proteina recombinante puede ser purificada mediante
IMAC.

Construccion para determinar retencion celular:

Con el fin académico de determinar la ubicacién subcelular en la que queda retenida la
proteina recombinante, se penso realizar un ensayo de colocalizacion, utilizando proteinas
marcadoras de reticulo o de Golgi fusionadas a la proteina cherry (brilla en rojo) y la
inmunomarcacion de NS1 mediante el anticuerpo monoclonal anti-myc y luego un anti-ratén
conjugado con Alexxa (brilla en color verde).

Para esto, contdbamos con dos construcciones plB-cherryER y pIB-GolgiCh, que expresan las
proteinas marcadoras de reticulo (ER) o Golgi fusionada a la proteina cherry. Pero estas
construcciones con pldsmidos de expresion en células de insecto, por lo que tuvimos que
realizar varios pasos de subclonado para trasladar las distintas construcciones al vector pCDNA
(de expresion en células de mamifero).

Una vez obtenidas las construcciones pCDNA-cherryER y pCDNA-GolgiCh, realizamos una
transfeccion para corroborar la funcionalidad de estas construcciones.
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En la foto se observa la expresién de cherry en células HEK293T transfectadas con la
construccion pCDNA-cherryER. Lamentablemente no obtuvimos ningln clon que expresara en
la construccion marcadora de Golgi.

Por este motivo, no pudimos realizar el ensayo de colocalizacién subcelular y poder
determinar en qué organela queda retenida la proteina NS1.

5. Nuevos interrogantes y lineas de investigacion a futuro
Consignar si la investigacion hizo surgir nuevos interrogantes o si emergieron potenciales lineas de investigacion a desarrollarse
en el futuro a partir de los hallazgos.

En este proyecto PICyDT-2021, si bien trabajamos con una secuencia quimérica idéntica a la
utilizada por Liu et al., 2017; la diferencia consistioé en que el grupo de Liu utilizé un sistema de
expresion lentiviral, mientras que nosotros usamos un sistema de expresién transitoria basada
en la transfeccion de un plasmido. A pesar de utilizar el mismo tipo de células (HEK293T), el
grupo de Liu logré obtener NS1 en el sobrenadante de cultivo, mientas que nosotros sélo la
detectamos en la fraccién celular.

Teniendo en cuenta que en el marco de una infeccién natural por Flavivirus o de una infeccién
in vitro con un lentivirus recombinante, se detecta la proteina NS1 en el sobrenadante de
cultivo, mientras que en el marco de una transfeccién transitorio la proteina queda retenida en
la célula, postulamos que tal vez sea necesario un ambiente de estrés celular (el causado por
una infeccion) para que ocurra la detecciéon de la proteina en el medio exterior.

Dado que nuestro grupo cuenta con experiencia en la construccién de baculovirus
recombinantes, presentamos un proyecto a la convocatoria PICyDT-X-2023, para evaluar la
expresion de las proteinas NS1 de ZIKV, DENV-1 y DENV-4 en el sistema baculovirus-células de
insecto.

Ademas, este sistema nos permitird comparar la expresion transitoria mediante transfeccion
de células Sf9 (utilizando para ello el plasmido de expresion pIB) y el sistema viral de expresion
(baculovirus recombinante).

Otra herramienta que puede ser de utilidad, es que contamos con las construcciones
marcadoras de organelas fusionadas a cherry en el vector pIB. Estas construcciones ya han
demostrado ser funcionales (Peralta et al., 2013), por lo que podriamos realizar el ensayo de
colocalizacion sin problemas.

Si con este sistema viral de expresién logramos obtener la proteina recombinante NS1 en el
medio de cultivo, o en grandes cantidades facilmente extraibles y purificables mediante IMAC,
debemos tener en cuenta que el sistema baculovirus recombinante permite el escalado a gran
escala y con bajo costo de produccidn al utilizar larvas de Rachiplusia ni en vez de cultivos
celulares de Sf9.

Los especialistas aseguran que, de continuar sin aplicar medidas de mitigacién al cambio
climatico y la destruccion de los diferentes habitats, las epidemias apareceran con mayor
frecuencia. Los nimeros de casos de dengue observados en los ultimos 10 afios, concuerdan
con esta afirmacién. Por lo que contar con un antigeno de produccién nacional que pueda
contribuir en el diagndstico, creemos que seria un gran aporte de la universidad a la sociedad.
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